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(57) Abstract 



A method for producing retroviral vectors useful for transferring 
nucleic acid sequences into eukaryotic cells, wherein a eukaryotic 
cell is infected with at least one herpetic viral vector, is disclosed. 
The retroviral elements needed to complete the retroviral cycle are 
provided by the herpetic vectors) alone or in combination with 
retroviral elements within the genome of the eukaryotic cell. 

(57) Abrege- 

L' invention concerne un proedde* de production de vecteurs 
nftroviraux aptes pour le transfer! de sequences d'acide nuefcique 
dans des cellules eucaryotes, caractense* par Pinfection d'une cellule 
eucaryote par au moins un vecteur viral herpetique, les elements 
n*troviraux necessaires pour raccomplissement du cycle retroviral 
etant foumis soit par le ou les vecteur(s) herpdtique(s), soit par le(s) 
vecteur(s) herpe*tique(s) en association avec des elements n&roviraux 
compris au sein du genome de la cellule eucaryote. 
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PRODUCTION DE VECTEURS RETROVIRAL PAR L' INTERMEDIATE DE VECTEURS HERPETIQUES 



L' invention concerne un procede de production de 
vecteurs retroviraux aptes pour le transfert de 
sequences d'acides nucleiques dans differents types de 
cellules et organismes. L» invention concerne egalement 
les acides nucleiques et les vecteurs viraux utilises 
dans le procede. Par ailleurs, 1« invention vise 
1" utilisation des vecteurs en therapie genique et les 
composants pharmaceutiques correspondants . 

Les vecteurs retroviraux sont souvent utilises en 
therapie genique pour le transfert de genes dans des 
cellules et organismes. En effet, grace a leur activite 
integrase, ils permettent le transfert et 1 ' integration 
stable d'une sequence codante ou non-codante ayant une 
taille pouvant aller jusqu'a 7 Kb. 

Les vecteurs retroviraux sont couranunent produits 
a partir de lignees cellulaires encapsidantes (ou 
transcoroplementantes) , dans lesquelles les deux 
elements fondamentaux qui permettent la formation du 
vecteur retroviral sont integres dans les chromosomes 
cellulaires (figure l) . ces elements sont, d'une part, 
la "composante transcomplementante" , unite 

transcriptionnelle capable d'exprimer les genes 
retroviraux Gag-Pol-Env (GPE) , ou bien Gag-Pol et Env, 
permettant la synthese des constituants proteiques de 
la particule retrovirale, et d' autre part, la 
"composante vecteur", unite transcriptionnelle capable 
d'exprimer et de faire encapsider le "transgene" dans 
les particules virales formees par la "composante 
transcomplementante". Pour cela, le transgene est 
entoure d'un ensemble de sequences d'origines 
retrovirales qui lui permettent d'etre encapside, 
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r.trotran.=rit puis int.gr. at axprin. dans l. s 
chronosoi.es callulaires da la cailul. cibia. 

„™,h ^ """" enC,, P ,ida "~ P°«nt capandant da 
nonbraux probltaas : ail., produisant das titras trop 
taiblas da vactaurs. d*passant raranant lo 5 p £u/ ^ 

«Ui. , r ^ >"*"~ 1 " «.«Pi. qsniqu. .n 
utilxsanr das vactaurs r.troviraux. cbaz l. home et 

*« " od * 1 " "i-"*' " 'aut das qu.ntit*s da 
partxculas r.troviralas autranant plus inportantas qua 
call., qua 1-on ast an masura da produira aujourd'hui 
an utilisant las ..tbodas classics, catt. 1 Litation 
ast d.autsnt plus qrav. qua la. vactaurs r.troviraux 2 

izzs: 8tre ™ tr4s — — - ~; 

Par ailleurs, les lignees encapsidantes generent 

cZT r6tr ° VirUS rSC ° ^nants, qui sent parfois 

competents pour la replication. Ce phenomene est tout a 
faxt xndesirable dans un protocole de therapie genique 

De plus, pour differentes raisons, ces systen.es 
ne peuvent generalement pas etre utilises pour une 
production de vecteurs retroviraux in vivn . 

Des procedures de production transitoire ont ete 
egalement developpees : elles se basent toutes sur l a 

cotr ansf ection de difference _i , • , 

aarrerents plasmxdes portant les 

differentes composantes d'un vecteur retroviral. Ces 
Plasmxdes peuvent parfois etre amplifies dans les 
cellules, »ais ils sont dans tous les cas introduits 
dans celles-ci par transfection, ce qui ii» it e 
considerablement leur utilisation et leur efficacite 

Recemment, Flamant et al. (Virology, 211, 234- 
240, 1995) ont decrit une methode "one-step- (designee 
"virofection", pour la production de vectlurs 
retrovxraux. La methode i»pi ique la C o-transf ection 
d une cellule eucaryote avec d'une part, un composant 
retrovxral "vecteur" et d-autre part, un composant 
retroviral "transcomplementant" . L'obtention de 
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vecteurs retroviraux est decrite. cette methode repose 
neanmoins sur la transfection des cellules, limitant 
son utilisation et son efficacite. 

Le probleme que se propose de resoudre la 
presente invention est done de foumir une methode de 
production de vecteurs retroviraux permettant 
l'obtention de vecteurs, a partir d'un grand nombre de 
types cellulaires differents (meme ceux normalement 
non-infectablee par des retrovirus) , a des titres 
eleves, et raduisant la probability de generer des 
retrovirus recombinants . 

Ces objectifs sont atteints par le procede de 
1' invention qui vise la production de vecteurs 
retroviraux par 1' infection de cellules eucaryotes par 
des vecteurs viraux comportant, integres dans le 
genome, ies elements necessaires pour la synthese d'un 
vecteur retroviral. 

Le procede de 1' invention repose sur 
1' utilisation de virus, et notamment de virus 
herpetique, en tant que source d'ADN. Selon 
1' invention, au lieu d'etre integrees dans les 
chromosomes cellulaires, les deux composants 
retroviraux "transcomplementant" et "vecteur" sont 
introduits dans le genome d'un vecteur viral herpetique 
sous le contr&le de promoteurs appropries (figure 2). 
Les composants retroviraux (sous forme d'ADN, ou 
proviral) sont done transcrits a partir d' elements 
genetiques extrachromosiques (le genome du vecteur 
viral) et le vecteur retroviral est assemble dans la 
cellule. Celle-ci relache alors les vecteurs 
retroviraux et ils peuvent infecter les cellules 
avoisinantes. 

La technique de 1» invention permet d'ameliorer la 
production des vecteurs retroviraux. Tout d'abord, la 
productivity des vecteurs retroviraux est amelioree, 
car 1' infection des cellules avec le vecteur viral a 
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haute multiplicity d-infection permet d'augmenter la 
synthase des proteines retroviral. En efret 3^ 
Invention, les titres de production de vectL" 
retroviraux peuvent etre superieur* z ^ n * \ vecteu " 
example antra 10 » at 10 « pfu/ml " PfU ' Bl ' P ~ 

recofflh ° e P ' US ' la P^bilita da ganarar das retrovirus 
recombinants est fortement redim-. • W ° Vlrus 

Production da .ectaurs retro^irau 1 ! . • * 
du vecteur viral „•* u VlraUX par 1 intermedia ire 

r Vlral n a iieu que de maniere tM r,c<f • 
et/ou inductible. transitoxre 

oi.nt alors produce de. vecteurs retroviraux m,i 
P«v.„t faire int4grar 18 tnm> ^ l«s cellules 

avoxsmantas. La prooad. p. raet dono d . infect ^ 
les vecteurs viraux, a,. cellule. a.„. 1^'anIZ 
.ni»al arm de produir. air.cte.ent J 

„ir r r ii ^ iti! ' 4 partir — ™«. »yot-^r 

iwpatocyte. ou virtuelle^nt tout autt. 
oellulaire. postmitotic ou pas. ce" n-ast poss^ 
actuallament qu'en realise,,.- Possible 
cellule. . , raalisant des re-implantations des 

1st » " ° 9UM ^enetiquement modifies ,t 
"to... 1 "* MU1M MUUlM — "~ * re^Ise7d.a 
d. ve=;eis Pr T 4 d t* * 1 ' inV " , "°" ' P^oduotion 

s.lon , . nt ** S lnf «=t»ble par des retrovirus, 

la. et.p.s ■ " * *t. constat, gue tout., 

retroli/ale. r 81 " 3 * Pr ° d " rti °" *° Particule. 

module"" 'T 1 "" ePlSM9e ' action, 

.ncapr-. re^rr 81 ^.) 

corrected dans un context. a-in^L ^.ti^ 
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utilisant les produits d' expression codes par le virus 
herpetique. Les vecteurs herp6tiques defect if s 
permettent done la synthase et !• assemblage fonctionnel 
de toutes les proteines et acides nucieiques 
necessaires pour la production de particules 
infectieuses de virus appartenant a une famille virale 
distincte. 

L f invention concerne un procede de production 
de vecteurs ritroviraux aptes pour le transfert de 
sequences d'acide nucleique dans des cellules 
eucaryotes, ledit procede comprenant 1 1 introduction 
dans une cellule eucaryote d*au xnoins un composant 
retroviral dit "vecteur" et/ou d'au moins un composant 
retroviral dit "transcompiementant" , le composant 
vecteur comportant # outre la sequence a transferer, les 
signaux agissant en cis necessaires pour 
I'accomplissement du cycle retroviral, et le composant 
transcompiementant comportant les sequences agissant en 
tx T a n§ necessaires pour 1 'accomplissement du cycle 
retroviral, ledit procede etant caracterise en ce que 
1 • introduction du ou des composant (s) retroviral (aux) 
dans la cellule est effectuee par !• infection de la 
cellule par au moins un vecteur viral derive d*un virus 
a ADN double brin, notamment herpetique, et contenant, 
integre(s) dans son genome, ledit ou lesdits 
composant (s) retroviral (aux) , la cellule eucaryote 
etant alors capable de synthetiser et de reiacher des 
vecteurs retroviraux. 

En d'autres termes, le procede de 1* invention 
comprend, ou consiste en, 1» infection d'une cellule 
eucaryote par au moins un vecteur viral, de preference 
herpetique, les elements retroviraux necessaires pour 
1* accomplissement du cycle retroviral etant fournis 
soit par le ou les vecteur(s) herpetique (s) , soit par 
le(s) vecteur (s) herpetique (s) en association avec des 
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o 

elements retroviraux compris au sein du * 

cellule eucaryote. g*ne»e de la 

Nor-alamart, vactaur viral c™- 

conposant retroviral -vacteur- T 
plusiaurs eieaants d- origins *° -"--dir. _. .„ 
coaposant retroviral ^^7' ^ 

Pour le transi.rt da 

*.s callul.s aucaryotaa, l.d tt pt^ 



contient u n 
un ou 



introduction daT™ i u ? aLaryo^ .u^"™ 

coapoaant ^J^^^TZ^ " 
transferer, tou. i„ „ , la s *" u «« * 



nec.as.iraa pour l^ocoLlil " " 
t le coopoaa P „t Jj^Z^ ^ ^l" 1 - 
retroviral ,a 9 , pol .t ™ ~ .^TdT ' 
O'sncapsid.tion retroviral Z lt * Si *" al 

caracteriae .„ „ ' '. lBdlt " rociid « etant 

conposant,s> retrovir^u ^aT?" * °" - 
e«ectue. par 1 ■ intamediair. '"an . oi „s "» 
vxral derive d-un virus e *,„ J£ £™ « 
vactaur harpetigue, capaol. dUnr.ctar I n ° tM,TCnt un 
contsnant. integre.s, dans son , * "'^ « 

co.posant,s, retroviral (aux, la ' A , " 

z^zzzz - ~« — 

"vaotaur rUTir: * si^ 1 '"' 

raconbinant. (qui paut X. ' retrovirus 

replication), c-aat-e-^ir. «"««ctif pour la 

^nrnr* — - -i 
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encapsidee dans une particule retroviral^. Le vecteur 
retroviral est normalement incapable de se repliquer. 

Le terme "vecteur viral" signifie un vecteur 
herpetique (qui peut etre defectif ) , c'est-a-dire une 
molecule d ' ADN portant les signaux necessaires a la 
replication, a la transcription et a l'encapsidation, 
cette molecule etant encapsidee dans une particule 
virale typique d'un virus a AON. Le vecteur est 
incapable de se repliquer en dehors d'un systeme (viral 
ou cellulaire) transcomplementant. « Vecteur 

herpetique »» signifie un vecteur derive d'un virus de 
la famille des Herpesviridae. 

Les termes "les signaux agissant en cjg 
necessaires pour 1 'accomplissement du cycle retroviral" 
signifient les signaux retroviraux necessaires a 
l'encapsidation, la retrotranscription, 1 • integration 
et la regulation de la transcription/expression. 

Les sequences agissant en trans S ont eel les 
codant pour les proteines retrovirales , par exemple les 
genes gag, pol et env. 

Les sequences agissant en cis et celles agissant 
en trans sont normalement comprises au sein de deux 
unites de transcription independent es. Dans ce cas, les 
unites de transcription peuvent, a leur tour, etre 
comprises, soit dans les genomes de deux vecteurs 
herpetiques differents, soit dans le genome d'un seul 
vecteur herpetique. II est egaleroent possible que 
certaines des sequences agissant en trans {par exemple 
gag-pol) soient incluses dans la meme unite de 
transcription que celle codant pour les composants 
retroviraux agissant en cis . 

Selon le procede de 1' invention, les vecteurs 
viraux sont defectifs, apathogenes et n'induisent pas 
la mort cellulaire rapide, ni ne donnent lieu a la 
production des virus a ADN , en dehors d'un systeme 
(viral ou cellulaire) transcomplementant. 
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Le genome des vecteurs viraux de 1' invention 
comporte d'une Dart! ri» invention 
ADN h" \ sequences propres a un virus a 

ADN, et d . autre part des sequences propres a un 
retrovirus. Normalement, les sequences a!L 
Propres a un virus a „ double ^ Z^J^Z 

— — - une oriqine Z 

Lorsque les sequences propres au virus d • ADN ne 
correspondent pas a la totalite du qeno»e mais influent 

r^ion 8 TT BS ^n et 1-oriqte L 

replication, le genome du vecteur viral ^7 

pi..^.. ^ plaMid . COBpr . nd ; i " e ~ «t 

ts. «*le= tl o„ dan. un hate becterien. par exe.pl. ^ 

"petitions du pl.. ni d. Un . arisS , t ancapsid6 . PMe de 
vecteur 810 " , U " e aPPr ° Che 1« genome du 

r , ^ t contanir ia totaut * *• * 

virus a ADN, a l'excenti*^ ^ . 

/ « x exception d f au moins un 

virsl est rtellement un virus recombinent def.ctif 

vireuxl. 1'"" * 9,11 ' 0rnent la «— — "ect.urs 

I M double b " 3OTt Ch ° iSiS Par " 1 tOUS lM vi ™ 
a adh double brin cs pa bl. d'infect« dee cellule. 
en^.1.. « da prdf4rance ^ ye cellule. 

»erp. tlqu es sent psrticuli 4 r.«,ent prefer... 

Le. virus herpttiques susceptible. d'etre 
\ 1' i"«ntion. ccprennent tous T.l 

oan^-w SVirinae > de betaherpesvirinae ou de 

gammaherpesvirinae. 

Les virus herpetiques preferes ao „f 
-.sin. ou e„i M l., par eXMple ™< - 

cyto.e ga i lgU e numein ( „CMV, . les virus hraains 
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HHV-7, le virus d'Epstein-Barr, le virus Varicella 
Zoster (VZV), ou le virus de la pseudorage porcine 
(PRV), ou encore le BHV-i (Bovine Herpes Virus) ou le 
EHV-i (Equine Herpes virus) etc. 

Les virus herpetiques sont particulierement 
preferes en raison de leur grande taille (genome de 120 
a 200 Kb environ) permettant 1' inclusion de sequences 
heterologies de taille importante. D e plus, leur 
spectre d'hfites cellulaire est tres large. Certains 
virus de cette famille sont neurotropes, permettant 
1' infection de cellules nerveuses, tissus que ne 
peuvent atteindre le retrovirus, cette propriete est 
done particulierement avantageuse dans la therapie 
genique de maladies nerveuses du CNS. D'autres membres 
de la famille des virus herpetiques sont lymphotropes . 
Ces virus peuvent etre rendus defectifs par la deletion 
ou 1 • inactivation d'au moins un gene essentiel tel le 
g£ne IE3 chez HSV-i ou leurs homologues chez d'autres 
virus herpetiques. 

Comme exemple de virus susceptibles d'etre 
utilises comme vecteur viral, on peut egalement citer 
les adenovirus et les pox-virus. 

Les adenovirus, par exemple ceux du groupe c ou 
autres, peuvent egalement etre utilises, ces virus ont 
une taille moins importante que celles des virus 
herpetiques (un genome d- environ 35 a 40 Kb). Us ont 
un tropisme naturel pour 1- epithelium respiratoire, la 
cornee et le tractus digestif. Ces virus peuvent etre 
rendus defectifs par la deletion de tout ou partie des 
genes regulateurs ElA et ElB. 

Les poxvirus peuvent egalement etre mis en oeuvre 
dans la construction de vecteurs viraux selon 
1' invention. Ces virus ont une taille genomique 
d' environ 120 a 300 Kb. lis ont un spectre de cellules 
h6tes large. Parmi cette famille de virus, le virus de 
la vaccine est prefere. 
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Se Ion 1» invention, le vecteur viral comprend dans 
son genome, outre les sequences propres au virus a AON 
deer it ci-dessus, des sequences d'origine retrovirale 
e'est-a-dire un "composant retroviral" qui comprend en 
particulier, au moins une unite de transcription 
retrovirale. 

Dans le contexte de 1' invention, i» expression 
"unite de trenscription retrovirale" signifie une 
sequence d'ADN, comprenant un premier element constitue 
des sequences regulatrices necessaires a la 
transcription et un deuxieme element constitue d'au 
moins une sequence a transcrire, l'un ou 1' autre de ces 
elements etant au moins en partie d'origine 
retrovirale. De preference, 1' element d'origine 
rfetrovirale correspond soit a la partie du genome 
retroviral agissant en cis, soit a la partie du genome 
retroviral agissant en trans pour 1 'accomplissement du 
cycle retroviral. 

Plus particulierement, l'une des unites de 
transcription retrovirale (dit "unite de transcription 
transcomplementante") comporte des sequences codant 
pour les proteines Gag, Pol et/ou Env sous le contrdle 
de sequences regulatrices f onctionnelles dans la 
cellule eucaryote. II est possible d'introduire des 
variantes des genes gag, pol et env, ces variantes 
comportant des substitutions, deletions ou insertions 
de nucleotides par rapport aux genes sauvages, a 
condition que les fonctions essentielles des proteines 
soient maintenues. Ces fonctions sont les suivantes : 
gag code pour le precurseur des proteines de capside ; 
pol donne lieu a la transcriptase inverse et a une 
enzyme impliquee dans 1 • integration provirale et env 
code pour le precurseur de la glycoproteine 
d'enveloppe. 

II est possible d'inclure le gene env sur une 
unite de transcription independante de celle contenant 
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gag et pol. Cette unite de transcription independante 
peut elle-nene etre incluse dans la neme molecule d'ADN 
et par consequent dans le meme vecteur viral, ou peut 
en revanche etre incluse dans un vecteur viral separe. 

Les sequences regulatrices mises en oeuvre dans 
1 'unite de transcription transcompiementante 
comprennent des sequences d» initiation et de 
terainaison de transcription, fonctionnelles dans la 
cellule note. Ces sequences peuvent etre d'origine 
animale ou virale. Comme promoteur, on peut citer des 
promoteurs fort et constitutif, par exemple le 
promoteur HCMV, le promoteur du gene herpetique IE3, ou 
celui de la thymidine kinase herpetique. On peut 
egalement avoir recours a des promoteurs specifiques de 
tissus ou a des promoteurs inductibles. Comme exemple 
de promoteur specif ique de tissu, on peut citer le 
promoteur du preproenkephaline, le promoteur de 
l'enolase-neurospecifique, et les promoteurs de 
n'importe quel gene s'exprimant dans un tissu 
particulier. Comme exemple de promoteur inductible, on 
peut citer les promoteurs des proteines de choc 
thermique, etc.. 

L« unitfi de transcription "vecteur" comporte : 

- une sequence dite "heterologue" sous le 
contrdle de sequences regulatrices de transcription, 
fonctionnelles dans la cellule eucaryote ; 

- une sequence d'origine retrovirale permettant 
l'encapsidation du transcrit et sa retrotranscription ; 

- au moins une partie des LTR 5' et 3" d'un 
retrovirus, ladite partie conferant la capacite 
d'encapsidation, de retrotranscription et 
d' integration. 

La sequence "heterologue" comprise au sein de 
cette unite de transcription peut etre toute sequence 
dont le transfert dans la cellule ou organisme cible 
est desire. II s'agit de toute sequence transcriptible 
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codant pour une ou plusieurs proteine (s) ou pour une 
partie d"une proteine, ou qui donne lieu, aprfes 
transcription, a une sequence compl6mentaire d f un 
produit de transcription endog&ne ou exogfene a la 
cellule, par exemple complement a ire d'une sequence 
virale. La sequence heterologue est normalement 
d*origine non-r6trovirale et peut comprendre une ou 
plusieurs s6quence(s) codante(s) ou non-codante (s) , ou 
un melange des deux. Elle peut Stre heterologue ou 
homologue vis-a-vis de la cellule et heterologue ou 
homologue vis-a-vis du vecteur. La sequence heterologue 
peut aussi etre designee "transgdne" . La taille de la 
sequence heterologue doit etre compatible avec 
l'encapsidation des particules r6trovirales (environ 7 
Kb) . 

La sequence heterologue est souvent une sequence 
dont le produit de transcription ou de traduction 
exerce un effet therapeutique dans une cellule ou dans 
un organisme. Comme exemple de sequences h6t6rologues, 
on peut citer un g£ne therapeutique de maladie a 
caractere mono- ou multig£nique, un gene codant pour 
une cytokine, un gfene suicide, un g&ne suicide 
conditionnel, un gene a activite antivirale, un gene a 
activity antitumorale, un g£ne therapeutique de maladie 
neurodegenerative, ou un gene marqueur. 

Plus particuliferement, la sequence heterologue 
peut etre une sequence codant pour une enzyme, un 
derive sanguin, une hormone, une lymphokine 
( inter leukines, interferons, INF etc..)/ les facteurs 
de croissance, les neurotransmetteurs ou leurs 
precurseurs, la proteine CFTR associee & la 
mucoviscidose, la thymidine kinase, la cytosine 
deaminase. II peut s'agir d'une proteine antigenique 
capable de gen^rer chez ^homme ou I 1 animal une r6ponse 
immunitaire. 
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La sequence heterologue peut aussi donner lieu, 
apres transcription, a une sequence antisense ou a un 
r isozyme. 

II est egalement possible d'utiliser des 
sequences heterologies codant pour des marqueurs 
cellulaires. Ces sequences peuvent etre employees 
seules ou en association avec une autre sequence 
heterologue. 

Selon une variante de 1' invention, il est 
possible d'inclure dans 1 -unite de transcription 
"vecteur", une partie du gene retroviral gag pour 
ameliorer 1 'encapsidation du transcrit. il s'agit 
normalement d'un fragment d' environ 600 nucleotides a 
partir du codon initiateur de gag. 

II est egalement possible d'inclure dans 1' unite 
de transcription « vecteur », une partie des composants 
retroviraux agissant en trans, par exemple gag-pol. 

Pour cette unite de transcription, les sequences 
regulatrices de la transcription peuvent etre eel les 
presentes au sein des LTR retroviraux ou peuvent etre 
apportees par d'autres sequences, il est done possible 
d'inclure tout autre promoteur, fort, constitutive, 
specif ique de tissu ou inductible, a condition d'etre 
fonctionnel dans la cellule note. 

II est neanmoins important d'inclure dans cette 
unite de transcription toutes les sequences 
retrovirales permettant 1 'encapsidation, la 

retrotranscription et 1 • integration. Ces sequences se 
trouvent en partie au sein des LTR. D'autres sequences 
qui se trouvent le long du genome retroviral sont aussi 
indispensables pour 1 • encapsidation (signaux appeles 
"V") et la retrotranscription. 

Les sequences retrovirales mises en oeuvre dans 
les vecteurs de la presente invention proviennent d'un 
ou plusieurs retrovirus, par exemple MoMLV, RD114, 
BaEV, MLV-A ; des retrovirus de mammif&res de type D, 
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par exemple MPMV, SRV ; spuma retrovirus, par exemple 
HFV ; HIV, SIV, ASLV. 

Les caracteristiques d'enveloppe, et done le 
spectre d'hdtes cellulaires, sont largement determinees 
par la nature de Env. Selon 1* invention, il est 
possible de choisir l'origine de Env pour obtenir les 
caracteristiques souhaitees. Gag, Pol et Env peuvent 
provenir du meme retrovirus, par exemple MoMLV. Dans ce 
cas, l'enveloppe du vecteur retroviral est ecotrope. Le 
gene Er.v du vims MoMLV peut etre remplace aisement par 
tous les gents Env des virus mammif eres de type c 
(amphotrope, xenotrope, RD114) ou encore par le gene 
Env d'autres retrovirus non apparentes, incluant le 
virus HIV, ou encore par des genes codant pour des 
enveloppes non-retrovirales , par exemple VSV-g. Il en 
va de meme pour les genes Gag-Pol. Ceci permet au 
systeme de s» adapter aisement a une grande divers it e de 
situations rencontrees dans les applications 
potentielles. 

Pour le traitement de maladies d'origine 
retrovirale telle que le SIDA, il est possible 
d'utiliser Gag, Pol et Env du retrovirus en question, 
par exemple HIV, afin que le vecteur retroviral 
atteigne les cellules infectees. Le choix approprie de 
virus a ADN comme vecteur viral, et le choix d' elements 
retroviraux, confere une tres grande souplesse au 
systeme de transfert de gene de 1' invention. 

Le type de cellule susceptible d'etre infectee 
par les vecteurs de 1« invention varie selon le choix du 
vecteur viral. Normalement, il s'agit d'une cellule de 
vertebre, plus particulierement de mammif ere, par 
exemple des cellules de ligneage hematopoietiques, 
cellules souches y compris des cellules souches 
fibroblastiques, epitheliales, hematopoietiques et 
nerveuses, ou des cellules dif ferenciees d'origine 
ectodermique , mesodermique ou endodermique . 
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La production de vecteurs retroviraux selon 
1' invention peut avoir lieu in vivo, ex vivo ou ia 

vitro. 

Pour la production de vecteurs retroviraux in. 
Yivo, ex , Y i YQ et jj) vitro, l'on introduit dans la 
cellule eucaryote a la fois un element ou des delements 
retroviral (aux) vecteur(s) et un element ou des 
elements retroviral (aux) transcomplementant (s) , ces 
differents composants retroviraux etant compris, soit 
dans les genomes de deux vecteurs viraux differents, 
soit dans le genome d'un seul vecteur viral. 

Si les composants retroviraux sont compris au 
sein du meme vecteur viral, il est recommande 
d'utiliser, pour la construction du vecteur viral, un 
virus a ADN de grande taille, par exemple un virus 
herpetique ou un poxvirus. Selon cette variante, le 
vecteur viral est de preference de type "virus 
recombinant" et non pas de type "plasmide encapside" 
(souvent appele "amplicon") . 

II est egalement possible de mettre en oeuvre un 
autre protocole selon lequel l»on introduit dans la 
cellule eucaryote, par le biais du vecteur viral, un 
seul composant retroviral. Ce composant peut etre le 
composant vecteur ou le composant transcomplementant, 
la cellule eucaryote ayant deja, integre dans son 
genome, 1' autre des deux composants. Cette variante de 
1* invention met done en oeuvre des cellules eucaryotes 
apportant elles-memes le composant complementaire. 
Cette variante du precede peut etre utilisee in vivo . 
e * vivo ou in vitro. In vivo, elle permet de « re- 
mobiliser »» un vecteur retroviral deja integre dans les 
genomes d'une population de cellules. 

Le precede in vitro comprend normalement une 

etape de rScuperation, et eventuellement de 
purification, des vecteurs retroviraux ainsi obtenus. 
La purification peut etre faite par exemple par 
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filtrage du surnageant des cellules, le filtre laissant 
passer les vecteurs et retenant tout le materiel 
indesirable. 

Outre le procede de production de vecteurs 
retroviraux, 1' invention vise egalement les molecules 
d'AON utilisees pour la construction des vecteurs 
viraux et les vecteurs viraux et r6troviraux ainsi 
obtenus . 

Les molecules d'AON de 1- invention comprennent 
des sequences propres au genome d'un virus a AON double 
brin et incluant au moins un signal d'encapsidation et 
une origine de replication, et au moins une unite de 
transcription retrovirale telle que definie 
precedemment . 

Plus particulierement, ces molecules 

comprennent : 

I : au moins un signal d'encapsidation et une 
origine de replication d'un virus a AON, de preference 
herpetique, et 

II : au moins un composant retroviral constitue 

de : 

i) au moins une unite de transcription dite 
"unite transcomplementante" comportant des sequences 
codant pour les proteines retrovirales Gag, Pol et/ou 
Env, sous le contr61e de sequences regulatrices de 
transcription, fonctionnelles dans une cellule 
eucaryote, cette unite de transcription etant depourvue 
de signaux d'encapsidation retroviraux et de LTR 
retroviraux, et/ou 

ii) une unite de transcription dite "unite 
vecteur" comportant : 

- une sequence dite "heterologue" sous le contrdle de 
sequences regulatrices de transcription, fonctionnelles 
dans la cellule eucaryote ; 

- une sequence d' origine retrovirale perraettant 
l'encapsidation du transcrit et sa retrotranscription ; 
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- au moins une partie des LTR 5* et 3* d'un retrovirus, 
ladite partie conferant ia capacite d ' encapsidation, de 
retrotranscription et d • integration. 

Les differentes variantes selon cet aspect de 
1' invention sont decrites precedemment et ccmprennent 
notamment des modes de realisation preferes en ce qui 
concerne la nature des differentes sequences. 

L' invention vise egalement les cellules 
eucaryotes ir.iectees par un ou plusieurs vecteurs 
viraux de l» invention. Ces cellules peuvent etre in 
Vivo ou des cultures cellulaires in vitro . 

Selon une variante preferee de 1* invention, les 
vecteurs viraux sont utilises en therapie genique. 
L* invention vise, par consequent, une composition 
pharmaceutique comprenant au moins un vecteur viral de 
1' invention en association avec un vehicule acceptable 
du point de vue physiologique. 

La composition comprend souvent deux vecteurs 
viraux, l'un de type "transcomplementant" et 1' autre de 
type "vecteur". Les compositions peuvent etre formulees 
en vue d'une administration par voie topique, orale, 
parenterale, intranasals, intraveineuse, 

intramusculaire, sous-cutanee , intraoculaire, 

transdermique , intracranienne etc.. 

De preference, la composition pharmaceutique 
comprend un vehicule approprie pour une formulation 
injectable. II peut s'agir en particulier de solutions 
salines (phosphate monosodique, disodique, chlorure de 
sodium, potassium, calcium ou magnesium, etc. . ou des 
melanges de tels sels) , steriles, isotoniques, ou de 
compositions seches, notamment lyophilisees , qui, par 
addition selon le cas d'eau sterilisee ou de serum 
physiologique, permettent la constitution de solutes 
injectables. 

Les doses des vecteurs viraux utilisees pour 
1' injection peuvent etre adaptees en fonction de 
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dafferents parametres, et notamment en fonction du mode 
d' administration utilise, de ia pathologie concernee, 
de la sequence heterologue a exprimer ou encore de la 
duree du traitement recherchee. D'une maniere generale 
les vecteurs viraux selon 1- invention sont formules et 
administres sous forme de doses comprises entre lo 4 et 
10 pfu/ml, et de preference io 6 a 10 10 pfu/ml. L e 
terme pfu (-plaque forming unit-) correspond au pouvoir 
infectieux d'une solution de vecteur, et est determine 
selon des techniques classiques par infection d'une 
culture cellulaire appropriee, et mesure, generalement 
apres 3 1 5 jours, du nombre de plages de cellules 
infectees. 

De preference, les preparations virales de 
1' invention sont depourvues de virus auxiliaire, ou 
contiennent une proportion minoritaire de virus 
auxiliaire. 

Les vecteurs viraux de 1- invention peuvent etre 
utilises dans le traitement d'un grand nombre de 
pathologies, par exemple les cancers, les maladies 
d'origine virale (SIDA, hepatites, etc.), les maladies 
a caracteres mono- ou multigenique (dystrophie, fibrose 
cystique etc.), les maladies neurodegeneratives 
(Alzheimer, Parkinson, ALS, etc.). 

L' invention vise egalement un procede pour 
obtenir 1' expression d'une sequence d'acide nucleique 
dans une cellule eucaryote, notamment a partir des 
chromosomes de celle-ci, ce procede comprenant 
1' infection d'une premiere cellule eucaryote par au 
moins un vecteur viral selon 1- invention, cette cellule 
etant alors capable de synthetiser et relacher des 
vecteurs retroviraux, et l'infection d'une deuxieme 
cellule eucaryote par les vecteurs retroviraux ainsi 
obtenus. ce procede peut etre effectue in vivo ou in 
vitra. 
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L' invention vise egalement un procede de 
production de vecteurs viraux. Ce procede varie selon 
la nature de la molecule d'ADN de depart, c'est-a-dire 
qu'il s'agit d'une molecule qui ne comprend pas la 
totalite du genome d'un virus d'ADN mais qui comprend 
au moins les signaux d'encapsidation et l'origine de 
replication (approche "amplicon") , ou s • il s'agit d'une 
molecule qui correspond a la totalite du genome d'un 
virus recombinant defectif (approche "virus 
recombinant") . 

Pour 1' approche "amplicon", le procede de 
production du vecteur viral comprend les etapes 
suivantes : 

a) la transfection d'une cellule eucaryote avec un 
plasmide contenant i) une partie du genome d'un virus a 
ADN double brin, cette partie incluant au moins les 
signaux d 'encapsidation et une origine de replication, 
et ii) une unite de transcription telle que definie 
precedemment, et 

b) surinfection de la cellule eucaryote avec un virus a 
ADN auxiliaire, les etapes a) et b) pouvant etre 
remplacees par la co-transfection du plasmide avec le 
genome du virus auxiliaire, 

c) recuperation des vecteurs viraux produits par la 
cellule. 

Pour 1' approche "virus recombinant", le procede 
de production des vecteurs viraux comprend les etapes 
suivantes : 

a) la transfection d'une cellule eucaryote avec un 
plasmide contenant i) une unite de transcription 
retroviral telle que definie precedemment, et ii) de 
part et d- autre de cette unite de transcription, des 
sequences permettant la recombinaison homologue de 
1' unite avec le genome d'un virus a ADN, et 
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b) sur infection de la cellule avec le virus a ADN, les 
Stapes a) et b) pouvant etre remplacfies par la co- 
tansfection du plasmide avec le genome du virus a ADN, 

c) r6cup£ration des vecteurs viraux produits par la 
cellule . II est figalement possible de produire le 
vecteur viral par recombinaison specifique de site en 
utilisant un systfeme tel que le syst&ne Cre/Lox P du 
phage Pi, par exemple. 

Differents aspects de 1 1 invention sont 
illustrSs dans les figures : 

Figure l : Strat6gie classique de construction de 
vecteurs retroviraux • 

Figure 2 : Strategie de construction in vivo et in 
yAtyo de vecteurs retroviraux selon 1« invention. 

Figure 3 : Plasmides ampl icons pA-HCMV-GPE et pA-VCT. 
TRANSG » transg&ne ; VCT - vecteur. 

Figure 4 : Preparation du vecteur transcomplementant 
pA-HCMV— GPE/D3 OEBA . 

Figure 5 : Protocole experimental decrit dans les 
exemples. 

Figure 6 : Des cellules NIH3T3 sont infectees par le 
surnageant de cellules TE/LacZ . Ces derniferes cellules 
avaient ete infectees pendant 48 Heures (a) par le 
virus D30EBA seul ou (b) par le vecteur pA-HCM- 
GPE/D30EBA. Les foyers de cellules bleues montrent que 
les vecteurs retroviraux s'integrent correctement dans 
1 f ADN cellulaire. 

Figure 7 : Production de vecteurs retroviraux par le 
vecteur pA-HCMV-GPE/D30EBA. Des cellules NIH3T3 ont et6 
infectees par le surnageant de cellules TE/LacZ, Ces 
derniSres cellules avaient ete infectees pendant 24 ou 
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48 Heures par 3, 6, 12 et 24 nl de vecteurs pA-HCMV- 
GPE/D30EBA. Aucun vecteur retroviral n'est detecte 
apres infection de cellules TL/LacZ par le virus D3 0EBA 
seul (voir "Protocole experimental" figurant dans les 
exemples) . 

Figure 8 : Detection par RT-PCR du genome du vecteur 
retroviral . 

Pistes 5 et 6 : ARN total extrait de cellules TE-lac2 ; 
Pistes 3 et 4 : surnageants preleves de cellules TE- 
lac2 infectees par 1 'amplicon-GPE ; 

Piste 7 : surnageants preleves de cellules TE-lac2 
infectees par le virus auxiliaire D30EBA ; 
Piste 8 : surnageants preleves de cellules TE-lac2 non- 
infectdes (t6moin) ; 

Piste 2 rplasmide utilise pouuuur construire les 
cellules TE-lac2 ; 

Piste 1 : Margueur de poids moleculaire. 

Figure 9 : Cellules NIH3T3 infectees par les 
surnageants de cellules TE-lac2 infectees par amplicon- 
GPE. Pistes 2 a 5 : la population de amplicons-GPE a 
ete mise en contact avec des anticorps anti-HSV-i 
neutralisants (piste 2), avec des anticorps non- 
specifiques de HSV-l (lane 3), avec des anticorps 
specif iques du MoMlV (piste 4), avec des anticorps 
specif iques du virus RD114 (lane 5), avant d'infecter 
les cellules TE-lac2. Pistes 6 et 7 : les surnageants 
preleves de cellules TE-lac2 infectees par amplicon- 
GPE, ont ete mis en contact avec des anticorps 
specifiques du MoMLV (piste 6) ou du virus RD114 (piste 
7), avant d'infecter des cellulues NIH3T3 . Piste l : 
sans addition d' anticorps. 

Figure 10 : Plasmide amplicon pA-IRVlacZ. 
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Figure l! : T ..t x-,al e ffectu . sur des 
«.ct..s par le surMgMnt „ e callules 
mfectees par pA-lRV-LacZ/D30EBA. 
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dans des cellules transcomplementantes) , af in de ne pas 
contaminer les feventuelies preparations de vecteurs 
retroviraux avec des virus herpetiques. En particulier, 
les inventeurs ont utilise la souche herpetigue HSV-i 
D30EBA, defective pour le g6ne essentiel IE3 , et les 
cellules E5 ou M64A, qui contiennent et expriment le 
gfcne IE3, permettant done la multiplication du virus 
herpfetique defect if (figure 4), 

Ce^u^es : 

Les lignSes cellulaires utilisees sont : des 
lignSes cellulaires qui transcomplementent le gene IE3 
absent dans le virus D30EBA, par exemple E5 (l) et M64A 
(12) ; les cellules TE-lac2 (2), les cellules TE-GPE 
(3) et les cellules MIH3T3. Toutes ces lign6es 
cellulaires sont multiplies dans du milieu DMEM 
(GIBCO) contenant 10 % serum de veau foetal 
dfecomplementS (FCS) (GIBCO) . 

virus et mods 4 infection ; 

Le virus HSV-1 D30EBA (4) est produit a faible 
multiplicite d 1 infection et titre dans les cellules E5 
ou M64A, comme decrit prec^demment (5) . Les cellules E5 
ou M64A infectees par HSV-1 sont entretenues dans du 
milieu 199 (GIBCO) contenant 1% FCS. Les cellules TE- 
lac2 infect6es par HSV-l ou par le vecteur herpetique 
sont entretenues dans du milieu DMEM contenant 10 % 
FCS. 

Les vecteurs retroviraux utilises en tant que 
temoins positifs sont produits de mani&re stable par 
les cellules TE-GPE (3). Les cellules NIH3T3 sont 
infect6es par ces vecteurs retroviraux, ou par les 
vecteurs retroviraux 6ventuellement produits par les 
cellules TE-lac2, dans du milieu DMEM contenant 10 % 
FCS plus 8 Mg/ml de polybrene (SIGMA) * Aprfcs 12 heures, 
le polybrfcne est elimine du milieu de culture. 
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HCMV) et des sequences de polyadenylation du gene de ia 
thymidine kinase (TK) du virus HSV-l a ete construite 
en plusieurs etapes. Les inventeurs ont d'abord clone 
le fragment PvuII/PvuII du plasmide pAGO, contenant le 
gene TK de HSV-l, dans le site EcoRV du plasmide pSK+, 
creant ainsi le plasmide pSK-TK. Les inventeurs ont 
cree par PCR un site Bglll dans la region leader du 
plasmide pCRIP, 3 6 nucleotides en amont du site donneur 
d'epissage. Ce site Bglll et le site Nhel , situe en 
aval du gene env de pCRIP, ont ete utilises pour doner 
les genes retroviraux gag, pol et env, entre les sites 
Bglll et MscI du plasmide pSK-TK. Le site Bglll se 
trouve dans le promoteur du gene TK, le site MscI se 
trouve pres de l'extremite 3* du gene TK. Dans ce 
plasmide appele pTK-GPE, les genes gag, pol et env sont 
done sous controle du promoteur et du signal de 
polyadenylation du gene TK. Le plasmide pTK-GPE a ete 
transforms en plasmide pHCMV-GPE apres echange du 
promoteur TK par les sequences de promotion et 
deactivation du gene IE-HCMV. Pour ceci le fragment 
Spel/PstI de pUT535, contenant les sequences de 
regulation du gene IE-HCMV, a ete clone entre les sites 
Sspl et Mlul de pTK-GPE. Le site Mlul se trouve dans le 
promoteur TK. De ce fait la plupart des sequences du 
promoteur TK disparaissent et sont remplacees par 
celles du gene IE-HCMV, donnant le plasmide pHCMV-GPE. 
Finalement, le petit fragment Nrul/Nrul de pA-SFl, 
contenant l'origine de replication (ori-S) et le signal 
d'encapsidation "a" herpetiques, a ete clone dans le 
site Eco47III de pHCMV-GPE, donnant lieu au plasmide 
amplicon pA-HCMV-GPE. Dans les cas oa les sites de 
restriction utilises pour les clonages ne sont pas 
compatibles, ils ont ete prealablement rendus a bords 
francs par traitement avec le fragment de Klenow de 
l'ADN polymerase I d' E. coli (9). 
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Construction du vecteur pa-wcMV-GPR/n ?™^ . 

Des cellules E5 ou M64A sont transferees avec 
10 fig de pA-HCMV-GPE et surinfectees le jour suivant 
par HSV-i D30EBA a une multiplicity d' infection de l 
pfu/cellule. Lorsque l'effet cytopathogene est total, 
les cellules infectees sont recoltees, centrifugees et 
reprises dans du milieu 199. Les cellules sont ensuite 
eclatees par congelation/decongelation rapide dans 
1 'azote liguide, afin de liberer le virus 
intracellulaire. La moitie du stock viral obtenu est 
utilise pour infecter des cellules E5 ou M64A afin 
d'essayer d'augmenter le titre du vecteur amplicon. 
Cette operation peut etre repetee plusieurs fois 
consecutives. Les populations virales obtenues sont 
heterogenes, car composees de particules vecteurs et de 
particules auxxliaires (HSV-l D30EBA) . Le nombre de 
particules auxiliaires est determine par titrage sur 
cellules E5 ou M64A. Le nombre de particules vecteurs 
ne peut pas etre determine par titrage, mais il a ete 
estime de maniere approximative par comparaison avec le 
titre d'un amplicon, derive du plasmide pA-SFi, produit 
en parallele. La qualite de l'ADN du vecteur amplicon, 
demontrant qu'il contient 1 • integralite des sequences 
retrovirales, est verifiee selon la methode de Southern 
(9) • 

Protocole experimental rTnfection d es cellules TF-1 ?7? 
CQmPOrtant le COHmosant retroviral LTR-w-T.gcZ-LTR ; 

Des aliquotes du stock de vecteur pA-HCMV- 
GPE/D30EBA sont utilisees pour infecter des cellules 
TE-lac2 a faible multiplicite d* infection (moins de l 
pfu/cell de virus auxiliaire) . a differents temps post- 
infection, des aliquotes du surnageant de ces cellules 
sont prelevees, filtr6es sur des filtres Acrodisc (0.2 
mm) et utilisees pour infecter des cellules NIH3T3 , en 
presence de polybrene, tel qu'il est decrit plus haut. 
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Quarante huit heures plus tard, un test X-Gal est 
realise sur les cellules NIH3T3. 

Resultats ; 

Le vecteur amplicon ainsi construit (pA-HCMV- 
GPE/030EBA) , produit dans les cellules E5 ou M64A avec 
le virus auxilir.ire HSV-l D30EBA, a ete utilise pour 
infecter les cellules TE-lac2. ceci aboutit a 
1* expression de la composante transcomplementante dans 
ces cellules, et a la production et liberation de 
vecteurs retroviraux dans leur milieu de culture des 
cellules. Pour montrer cela, des echantillons du milieu 
de culture des cellules TE-lac2 infectees par cet 
amplicon ont ete testes pour la presence de vecteurs 
retroviraux capables d' infecter des cellules NIH3T3 et 
d'y induire 1' expression du gene LacZ (Figure 5). Les 
inventeurs ont montre que ces vecteurs retroviraux 
s'integrent correctement dans 1 ' ADN cellulaire car il 
donnent lieu a des foyers des cellules bleues (Figure 
6). Dans 1» experience temoin, les inventeurs n'ont pas 
detecte de vecteurs retroviraux dans le surnageant des 
cellules TE-lac2 infectees par le virus herpetique 
auxiliaire seul (done en 1 'absence de la composante 
transcomplementante) (Figure 6) . La quantite de 
vecteurs retroviraux produits par les cellules TE-lac2 
est directement proportionnelle a la quantite de 
vecteur amplicon utilisee pour infecter les cellules 
TE-lac2, et ceci pendant au moins les trois jours qui 
suivent 1* infection (Figure 7). 

Ce resultat montre qu'il est possible d* infecter 
des cellules par un virus herpetique defectif et faire 
que ces cellules se mettent a produire des particules 
rStrovirales, grace aux proteines Gag, Pol et Env 
exprimees a partir du vecteur herpetique. Ces proteines 
semblent etre maturees de maniere correcte, donnant 
lieu a la formation de particules retrovirales 
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«xpre«s 10 n de la co« P osant. vact.ur intearee „»„.= , 
cellules TE-1.M. c.t ARN vecteur .J 
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culture « sont in ,.cti.u.es. _ cellulj «! la « 



particul.. retroviral.. p„ dant / 
1p _ ^ nt au »oxns deux jours et- 

le t lt r. de. v.ct.ur. retroviral produit. 
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PCR, utilisant deux amorces specif iques au vecteur 
retroviral lacZ (voir figure 8). On fragment de 977 
nucleotides a ete detecte, qui est identique a la fois 
a la bande RT-PCR generee a partir de 1 • ARN total 
extrait de cellules TE-lac2 non-inf ectees, et a la 
bande PCR generee a partir d'un plasmide contenant le 
vecteur retroviral lacZ. Aucun fragment d'ADN n'a pu 
etre detecte a partir des surnageants temoins preleves 
de cellules TS-lac2 non-inf ectees, ou de cellules TE- 
lac2 inf ectees par le seul virus auxiliaire D30EBA. 

Ces resultats montrent que le genome du 
retrovirus defectif lacZ exprime par les cellules TE- 
lac2 ne peut Stre encapside qu'apres infection de ces 
cellules par les amplicons GPE. 

2, Experiences de neutralisation p 3 |r anticoyps 

Des experiences de neutralisation par anticorps 
ont ete realisees pour confirmer que 1« agent inducteur 
de la formation de particules retrovirales est un virus 
herpetique, et que 1' agent induit est un retrovirus 
ecotrope . 

II a ete demontre que les anticorps anti-HSV-i 
(mais pas les anticorps antiretroviraux) sont capables 
d'inhiber la synthese de particules retrovirales 
lorsque les vecteurs herpetiques sont mis en contact 
avec les anticorps avant d'infecter les cellules TE- 
lac2. Les anticorps anti-retrovirus (mais pas les 
anticorps anti-HSV-l) sont capables d'inhiber 
1' infection des cellules NIH3T3 par les surnageants des 
cellules TL-lacZ. 

Pour ces experiences, les anticorps anti- 
retrovirus etaient des antisera de chevre obtenus 
contre le virus de la leucemie de Rauscher (RLV) , ou 
contre la proteine RD114 gp70-SU. Les anticorps anti- 
HSV-i etaient des immunoglobulines polyclonales 
purifiees de lapin obtenues contre HSV-i (B-H4, DAKO) . 
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Des immunoglobulines purifies de i a „<n 
fz-i«5 r.»x,«x - ae la P in * non-immunes 

(Z 182. DAKO), etaient employes comme temoin. Des 
antacorps monoclonaux hu»ains et mu rins specifies a 

la glycoprotein d (gD) de hsv-i «„«.- , 
uHl<B . 19 ; e ^V' 1 ont egalement ete 

utilises avec des resultats similaires. 

^ S 6Xp6riences de neutralisation ont ete 
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presentaient des foyers de cellules exprimant lacZ, 
indiquant que les surnageants utilises pour effectuer 
1' infection contenaient des vecteurs retroviraux lacZ 
ecotropiques. Les cellules TE671 ne presentaient pas de 
telles colonies. 

Les cellules NIH3T3 infectees par des surnageants 
temoins preleves de cellules TE-lac2 non-inf ectees, ou 
de cellules TE-lac2 infectees par le virus auxiliaire 
D30EBA, seul, ne presentaient pas d'activite lacZ. 

Le caractere ecotropique des vecteurs LacZ 
produits par les cellules TE-lac2 infectees par 
l'aroplicon GPE a ete confirme par des experience de 
neutralisation, mettant en oeuvre soit des anticorps 
diriges contre la glycoproteine d'enveloppe 
ecotropique, soit des anticorps contre le retovirus 
RD114 qui appartient a un groupe distinct de recepteurs 
(reference 13) . 

Seuls les anticorps specifiques a la 
glycoproteine d'enveloppe ecotropique montrent une 
activite de neutralisation, lorsqu'ils sont ajoutes 
avant infection de cellules NIH3T3 (figure 9D, pistes 6 
et 7). Les anticorps anti-r6troviraux anti-RLV (mais 
pas les anticorps anti RD114 ou anti-HSV-1) sont 
capables d' inhiber 1' infection des cellules 3T3 par les 
surnageants des cellules TE-lac2 infectees. Ceci 
demontre que 1» agent induit est un retrovirus ecotrope. 

^ — v6 Vit jcation, dans le surnaoe ant des cellules 'r^- 

iS£2 infectees Par 1'awiDlicon G PE. de 1,'absencP rio 

vecteurs retroviraux con metents nour la reoiieatinn • 

L'eperience suivante a ete effectuee afin de confirmer 
que les surnageants des cellules TE-lac2 infectees par 
l'amplicon GPE etaient exemptes de vecteurs retroviraux 
competents pour la replication. En effet, des 
evenements de recombinaison auraient pu eventuellement 
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conduire a la formation de vecteurs retroviraux 
competents pour la replication. 

Des aliquotes de surnageant ont ete mis en 
contact avec des cellules 3T3-LacZ (ref. 2), exprimant 
un retrovirus-LacZ, defectif. La presence de vecteurs 
retroviraux capables de transduire 1- expression de 3- 
galactosidase dans des cellules NIH3T3 a ete teste 
trois jours plus tard. Aucune formation de vecteurs 
LacZ n'a pu etre observee, indiquant que les vecteurs 
retroviraux produits par 1« amplicon GPE etaient 
depourvus de retrovirus competent pour la replication. 

4. Aspects Onanl- itatifg ? 

La production de vecteurs ampl icons est 
dependente de 1 'utilisation de virus auxiliaire (par 
exemple D30EBA) . Les preparations de vecteurs amplicons 
sont alors souvent contaminees par la presence de 
particules de virus auxiliaire. 

Les inventeurs ont constate que plus la 
proportion de vecteurs amplicon est elevee par rapport 
a celle du virus auxiliaire, plus les titres de 
vecteurs retroviraux obtenus sont eleves. De plus, 
lorsque le rapport virus auxiliaire : vecteur est 
enrichi par 1' addition experimental de particules de 
virus auxiliaire, on observe une inhibition de la 
formation de vecteurs retroviraux, suggerant qu'un 
exces de virus auxiliaire contaminant peut inhiber la 
production de retrovirus. II est done possible que la 
production de vecteurs retroviraux n'ait lieu que dans 
les cellules TE-lac2 infectees seulement par des 
particules amplicon, et non pas dans des cellules co- 
infectees par une combinaison d' amplicon et de 
particules auxiliaires (reference 8). 

Dans les conditions experimental appliquees 
ici, il est estime qu' environ 1% des cellules TE-lac2 
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etaient infectees par le vecteur amplicon seul. 
Neanraoins, les cultures des cellules TE-lac2 produisent 
des titres de retrovirus relativement el eves 
(superieure a 10 4 lacZ-CFU/ml - voir Figure 9) 

Afin d'optimiser les titres de vecteurs 
retroviraux susceptibles d'etre obtenus selon 
1* invention, il est done avantageux de minimiser, ou 
d'eliminer, la proportion de virus auxiliaire presente 
dans la preparation virale. Ceci peut ettre fait en 
ayant recours aux techniques connues pour obtenir des 
preparations depourvues de virus auxiliaire («helper- 
free») (Reference 16). Alternativement , des virus 
auxiliaires ayant subis des modifications 
supplementaires pour reduire leur cytotoxicity peuvent 
6tre utilises. 



111 • Production de vecteurs r6trovirau x par Infection 

4* — cellule? TB-SP]B par le vecteur harjaetjgug 

«« vecteur » pA-IRV Lacz /D3 oeba 

J, T Construction de Plasmide amn l icon nA-TRV Lac7 

Le plasmide amplicon pA-IRV LacZ (12041 pb) , 
illustre dans la figure 10, a ete construit par 
1* insertion du « module amplicon >» herpetique (oris et 
« a »») dans le site de restriction Seal du plasmide 
pIRV-Neo-Act-LacZ (reference 14) . Ce site se situe en 
aval de la boite LTR 3 • . Le plasmide amplicon pA-IRV 
Lacz contient les LTR 5 • et 3 ■ et les signaux 
d'encapsidation du MoMulv, le gene NeoR sous le 
contrdle du LTR et le gene LacZ sous le contr61e du 
promoteur de p-actine du rat, et les sequences oris et 
« a » herpetiques. 

2. Construction du vent eur pA-IRV LacZ /D3 OEBA 
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Des cellules M64A sont transferees avec 10 M g de 
pA-IRV LacZ, et surinfectees le lendemain par HSV-i 
D30EBA. Ensuite, le meme protocole que celui mis en 
oeuvre pour la production du vecteur PA-HCMV-GPE/D30EBA 
(voir exemple I et figure 4) a ete mis en oeuvre, a la 
seule difference qu'au lieu de transferer le plasmide 
pA-HCMV-GPE, 1'on a transfecte le plasmide pA-IRV LacZ. 

?t Production de veeteurs rfitrnyi m ir 

Des aliquotes du stock de vecteur pA -lRV 
LacZ/D30EBA sont utilisees pour infecter des cellules 
transcomplementantes TE-GPE, qui ont ete construites 
par integration, dans les chromosomes des cellules 
TE671 (ATCC CRL 8805) , de deux unit6s de transcription 
dxstinctes, l-une contenant les genes retroviraux gag- 
pol et 1' autre contenant le gene env (ecotrope) . Les 
trois genes transcomplementants appartiennent au virus 
de la leucemie de Moloney (MoMLV) . A different temps 
post-infection, des aliquotes de surnageant de cellules 
TE-GPE infectees par le vecteur amplicon pA-IRV 
LacZ/D3 0EBA sont prelevees, filtrees et utilisees pour 
infecter des cellules NIH3T3, en presence de polybrene, 
tel que decrit dans l'exemple I. Les cellules NIH3T3 
ont Ste fixees et soumises a un test X-Gal 48 heures 
apres 1« infection. Les resultats sont illustres dans la 
figure ll. 

Les foyers de cellules NIH3T3 bleues montrent que 
les vecteurs retroviraux produits par les cellules TE- 
GPE infectees par P A-IRV-LacZ/D30EBA s'integrent dans 
1 'AON cellulaire. Le surnageant de cellules TE-GPE 
infectees par un amplicon contrdle ne contenant pas de 
sequences retrovirales ne donne pas lieu a des foyers 
bleus lorsqu'il est mis en contact avec des cellules 
NIH3T3 . 
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IV. induction dc synthase da vaeteur. rfttrav^gm par 
U» veeteur herpetioue Porta nt aimultanemant i.. 
elements « veeteur » at «« tranae o mplaaien^^nt >, d'uti 
veeteur retroviral 

Un plasmide amplicon comportant a la fois les 
elements retroviraux « transcomplementant »» et 

«< veeteur » a ete construit par 1' insertion du module 
amplicon herpetique (oris et « a >») dans le plasmide 
pBMC-6. Ce plasmide est un « plasmovirus » derive du 
plasmide pV-lacZ-env (reference 15), contenant deux 
unites de transcription distinctes, l'une contenant les 
genes Gag, Pol, LacZ et les signaux d'encapsidation, 
retroviraux, et 1' autre contenant le gene Env sous le 
contrdle du proiuoteur HCMV. Le plasmide pBMC-6 contient 
un gene Env ecotrope, tandis que celui de pV-lacZ-env 
est amphotrope. 

La configuration du plasmide amplicon resultant 
(pA-BMC-6) est la suivante : 

LTR- V -Gag-Pol-Lac2-LTR// — "a "-oris— //— prom ENV— 

Le plasmide amplicon pA-BMC-6 de 18 kb est 
ensuite utilise dans le protocole, tel que decrit dans 
les exemples 1 et III, pour produire des vecteurs 
amplicons dans des cellules M64A en utilisant D3 0EBA 
comme virus auxiliaire. Ensuite des cellules TE671 sont 
infectees par ce veeteur. Le test X-Gal est effectue 
sur des cellules 3T3 ayant ete mises en contact avec le 
surnageant des cellules TE infectees. Des foyers bleus 
ont ete detectes, confirmant que des particules 
retrovirales exprimant lacZ sont presentes dans le 
surnageant des cellules TE infectees, et que le veeteur 
retroviral s'integre dans le genome des cellules 
NIH3T3. 
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REVEKDICATIONS 

1. Procede de production de vecteurs retroviraux 
aptes pour le transfers de sequences d'acide nucieique 
dans des cellules eucaryotes, caracterise par 
1' infection d v une cellule eucaryote par au moins un 
vecteur viral herpetique, les elements retroviraux 
necessaires pour ^accomplissement du cycle retroviral 
etant fournis soit par le ou les vecteur (s) 
herpetique(s) , soit par le(s) vecteur(s) herpetique (s) 
en association avec des elements retroviraux compris au 
sein du genome de la cellule eucaryote* 

2. Procede de production de vecteurs retroviraux 
aptes pour le transfert de sequences d'acide nucieique 
dans des cellules eucaryotes, ledit procede comprenant 
1 1 introduction dans une cellule eucaryote d'au moins un 
composant retroviral dit "vecteur" et/ou d'au moins un 
composant retroviral dit "transcomplementant", le 
composant vecteur comportant, outre la sequence a 
transferer, tous les signaux agissant en cis 
necessaires pour 1 • accomplissement du cycle retroviral, 
et le composant transcomplementant comportant toutes 
les sequences agissant en trans necessaires pour 
1 •accomplissement du cycle retroviral, ledit procede 
etant caracterise en ce que 1 • introduction du ou des 
composant (s) retroviral (aux) dans la cellule est 
effectuee par 1» infection de la cellule par au moins un 
vecteur viral derive d'un virus herpetique et 
contenant, int6gre(s) dans son genome, ledit ou lesdits 
composant (s) retroviral (aux) , la cellule eucaryote 
etant alors capable de synthetiser et de re lecher des 
vecteurs retroviraux. 

3. Procede selon la revendication 2 caracterise 
en ce que le genome du vecteur viral comprend, outre 
les composants retroviraux, des sequences genomiques 
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propres 4 un virus herpetique et incluant au moins une 
sequence d - encapsidation et une origine de replication 

4. Precede selon la revendication 3 caracterise 
en ce que les sequences genomiques propres au virus 
herpetique comprennent essentiellement la totalite du 
genome d'un virus herpetique defectif. 

5. Precede selon la revendication 3 caracterise 
en ce que le composant retroviral transcomplementant 
est compose d'au moins une unite de transcription 
comportant des sequences codant pour les protLls 
rStrovirales Gag, Po i e t/ou Env sous le contraie H 
sequences regulatrices de transcription f onctionnelles 
dans la cellule eucaryote, et est depourvu de signal 
d' encapsidation r6trovirale. 

6. Precede selon la revendication 5 caracterise 
en ce que les sequences regulatrices comprennent au 
moms un promoteur fort constitutif d' origine animale 
ou virale, ou un promoteur specif ique de tissu eu 
encore un prometeur inductible. 

7. Precede selon la revendication 5 caracterise 
en ce que la sequence codant pour Env se trouve au sein 
d une unite de transcription independante de celle 
contenant les sequences codant pour Gag et Pol. 

8. Precede selon la revendication 3 caracterise 
en ce que le composant retroviral vecteur est compose 
d au moins une unite de transcription comportant : 

- une sequence dite "heterologue" sous le 

"ncT 16 S6qUenC6S r ** Ulatrices «* inscription, 

f onctionnelles dans la cellule eucaryote ; 

des sequences d- origine retroviral 

permettant 1 'encapsidation du transcrit et sa 
retrotranscription ; 

- au moins une partie des LTR 5- et 3» d'un 

retrovirus, ladite partie conferant la capacite 



d encapsidation, de retrotranscription 

d • integration 



et 
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9. Procede selon la revendication 8 caracterise 
en ce que lss sequences regulatrices de la 
transcription sont presentes au sein des LTR 5» et 3' 
rfetroviraux. 

10. Procede selon la revendication 8 caracterise 
en ce que la sequence heterologue est une sequence 
codant pour un polypeptide ou une sequence qui, apres 
transcription, donne lieu a une sequence complementaire 
d'un produit de transcription endogene a la cellule. 

11. Procede selbn la revendication io 
caracterise en ce que la sequence heterologue comprend 
un gene therapeutique de maladie a caractere mono- ou 
multigenique, un gene codant pour une cytokine, un gene 
suicide, un gene suicide conditionnel, un gene a 
activite antivirale, un gene a activite antitumorale, 
un gene therapeutique de maladie neurodegenerative, ou 
un gene marqueur. 

12. Procede selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que la 
cellule eucaryote est une cellule de vertebre, plus 
particulierement de mammifere, par exemple des cellules 
de ligneage hematopooetiques, cellules souches y 
compris des cellules souches f ibroblastiques, 
epitheliales, hematopooetiques et nerveuses, ou des 
cellules differenciees d'origine ectodermique , 
mesodermique ou endodermique . 

13. Procede selon la revendication 2 caracterise 
en ce que l'on introduit dans la cellule eucaryote a la 
fois un composant retroviral vecteur et un composant 
retroviral transcomplementant, ces differents 
composants retroviraux etant compris, soit dans les 
genomes de deux vecteurs viraux differents, soit dans 
le genome d'un seul vecteur viral. 

14. Procede selon la revendication 13 caracterise 
en ce qu'il s'agit d'un procede in vivo, in vitro , ou 
ex vivo. 
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15. Proc6de selon la revendication 2 
caractferise en cc qu'ii s'agit d'un procede in vitro e t 
en ce que l'on introduit dans la cellule eucaryote un 
seul composant retroviral, contenu dans le genome du 
vecteur viral et choisi parmi le composant vecteur ou 
le composant transcomplementant, la cellule eucaryote 
ayant deja, integre dans son genome, 1' autre des deux 
composants . 

16. Procede selon la revendication 14 ou 15 
caracterisfe en ce qu'il s'agit d'un procede in vitro e t 
que le procede comprend en outre une etape de 
recuperation des vecteurs retroviraux ainsi obtenus. 

17. Procede selon la revendication 14 caracterise 
en ce qu'il s'agit d'un procede ex-viva et en ce que 
l'on introduit dans la cellule eucaryote le composant 
retroviral vecteur et le composant retroviral 
transcomplementant . 

18. Procede selon la revendication 2 caracterisfi 
en ce que les sequences retrovirales proviennent d'un 
ou plusieurs retrovirus choisi (s) parmi les retrovirus 
de mammiferes de type C, par exemple MoMLV, RD114 , 
BaEV, MLV-A ; des retrovirus de mammiferes de type D, 
par exemple MPMV, SRV ; Spuma retrovirus, par exemple 
HFV ; HIV, SIV, ASLV. 

19. Molecule d'ADN comprenant : 

I : des sequences propres au genome d'un virus 
herpetique et incluant au moins un signal 
d'encapsidation et une origine de replication, et 

II : au moins une unite de transcription retrovirale, 
ladite unite de transcription comprenant : 

un premier element constitu6 de sequences 
regulatrices de transcription et 

- un deuxifeme element constitue d'au moins une sequence 
a transcrire, l'un ou 1' autre de ces elements etant 
d* origine retrovirale. 
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20. Molecule d 1 ADN selon la revendication 19, 
comprenant : 

I : au moins un signal d'encapsidation et une 
origine de r6plication d'un virus herpetique, et 

II : au moins un composant retroviral constitue 

de : 

i) au moins une unite de transcription dite 
"unite transcompiementante" comportant des sequences 
codant pour les prolines retrovirales Gag, Pol et/ou 
Env, sous le contraie de sequences r6gulatrices de 
transcription, f onctionnelles dans une cellule 
eucaryote f cette unite de transcription etant depourvue 
de signaux d 'encapsidation retroviraux et de LTR 
retr oviraux , et/ou 

ii) une unite de transcription dite "unite 
vecteur" comportant : 

- une sequence dite "hfeterologue" sous le contrdle de 
sequences r6gulatrices de transcription, f onctionnelles 
dans la cellule eucaryote ; 

une sequence d« origine retrovirale permettant 
l'encapsidation du transcrit et sa retrotranscription ; 

- au moins une partie des LTR 5 • et 3' d'un retrovirus, 
ladite partie conferant la capacite d' encapsidation, de 
retrotranscription et d 1 integration. 

21. Molecule d • ADN selon la revendication 19 ou 
20 caracterisee en ce que les sequences propres au 
genome d'un virus herpetique comprennent 
essentiellement la totalite du genome d'un virus 
herpetique d6fectif. 

22. Molecule d ' ADN selon la revendication 20 
caracterisee en ce qu'au sein de 1' unite trans- 
compiementante, les sequences regulatrices comprennent 
au moins un promoteur fort constitutif d' origine 
animale ou virale, ou un promoteur specif ique de tissu 
ou encore un promoteur inductible. 
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23. Molecule d ' AON selon la revendication 22 
caracterisee en ce que la sequence codant pour Env se 
trouve au sein d'une unite de transcription inde- 
pendante de celle contenant les sequences codant pour 
Gag et Pol. 

24. Molecule d'AON selon l'une quelconque des 
revendications 20 a 23 caracterisee en ce que dans 
1' unite vecteur, les sequences regulatrices de la 
transcription sont comprises au sein des LTR 5» et 3» 
retroviraux. 

25. Molecule d'AON selon l'une quelconque des 
revendications 20 a 24 caracterisee en ce que la 
sequence heterologue est une sequence codant pour un 
polypeptide ou une sequence qui, apres transcription, 
donne lieu a une sequence complementaire d'un produit 
de transcription endogene ou exogene a la cellule. 

26. Molecule d ' AON selon l'une quelconque des 
revendications 20 a 25 ccaracterisee en ce que la 
sequence heterologue comprend un gene therapeutique de 
maladie a caractere mono- ou multigenique, un gene 
codant pour une cytokine, un gene suicide, un gene 
suicide conditionnel, un gene a activite antivirale, un 
gene a activite antitumorale, un gene therapeutique de 
maladie neurodegenerative, un gene marqueur. 

27. Vecteur viral comportant une molecule d'ADN 
selon l«une quelconque des revendications 19 a 26 
encapsidee dans une particule virale derivee d»un virus 
herpdtique. 

28. Cellule eucaryote infectee par un ou 
plusieurs vecteur (s) viral (aux) selon la revendication 
27. 

29. Cellule selon la revendication 28 
caracterisee en ce qu'il s'agit de cellules de 
mammiferes, et plus particulierement de cellules 
humaines, par exemple des cellules de ligneage 
hematopoietiques, cellules souches y compris des 
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cellules souches f ibroblastiques, epitheliales, 
hematopoietiques et nerveuses, ou des cellules 
differenciees d'origine ectodermique , mesodermique ou 
endodermique . 

30. Composition pharmaceutique comprenant au 
moins un vecteur viral selon la revendication 27 en 
association avec un vehicule acceptable du point de vue 
physio logique. 

31. Composition pharmaceutique selon la 
revendication 29 caracterisee en ce qu'elle comprend a 
la fois au moins un vecteur viral "transcomplementanf, 
et au moins un vecteur viral "vecteur". 

32. Composition pharmaceutique selon la 
revendication 30 caracterisee en ce qu'elle comprend un 
vecteur viral comportant a la fois un composant 
retroviral transcomplementant et un composant 
retroviral vecteur. 

33. Vecteur viral selon la revendication 27 pour 
utilisation en therapie, particulierement en therapie 
genique. 

34. Vecteur viral selon la revendication 27 pour 
utilisation dans le traitement des maladies suivantes : 
cancer, maladies d'origine virale telle que le SIDA, 
maladies a caractere mono- ou multigeniques, maladies 
neurodegeneratives . 

35. Utilisation du vecteur viral selon la 
revendication 27 pour la preparation d'un medicament 
pour le traitement des maladies suivantes : cancer, 
maladies d'origine virale telle que le SIDA, maladies a 
caractere mono- ou multigeniques, maladies 
neurodegeneratives . 

36. Procfede de production d'un vecteur viral 
selon la revendication 27 caracterise par : 

a) la transfection d'une cellule eucaryote avec un 
plasmide contenant i) une partie du genome d'un virus 
herpetique, cette partie incluant au moins les signaux 
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d'encapsidation et une origine de replication, et ii) 
une unite de transcription telle que definie dans la 
revendication 18, et 

b) surinfection de la cellule eucaryote avec un virus & 
ADN auxiliaire, les etapes a) et b) pouvant etre 
remplacees par la co-transf ection du plasmide avec le 
g6nome du virus auxiliaire, 

c) recuperation des vecteurs viraux produits par la 
cellule* 

37. Proc6d6 de production d'un vecteur viral 
selon la revendication 27 caracterise par : 

a) la transf ection d*une cellule eucaryote avec un 
plasmide contenant i) une unite de transcription 
r6trovirale telle que d6finie dans la revendication 18, 
et ii) de part et d* autre de cette unite de 
transcription, des sequences permettant la 
recombinaison homologue de !• unite avec le genome d«un 
virus herpetique r et 

b) surinfection de la cellule avec le virus a ADN, les 
etapes a) et b) pouvant etre remplacees par la co- 
transf ection du plasmide avec le genome du virus a ADN, 

c) recuperation des vecteurs viraux produits par la 
cellule. 
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pnonte ou cite pour determiner la date de publication d une 

autre citation ou pour une raison spcctalc (telle qu'indiquec) 
*0" document se refer ant a une divuleauon oralc, a un usage, a 



*T document ulteneur pubtie apres la date de depot intcrnaoonal ou la 
date de pnonte et n'appartencnant pas a I'etat de la 
technique pertinent, mais ate pour comprendre le pn nape 
ou la theone constituant la base de I' invention 

: pamcuUeremcnt pertinent; r invention revendiquec ne peut 
iderte c ' " " 



"P* document pubbe avant la date de depot 
posUncurcment a la date de pnonte re 



revendi quee 



X etre consderte commc nouvetle ou commc unphquant une acta sate 

inventive par rapport au document consider* isoiement 
*Y" document partcuUerement pertinent; I invention rcvendiquee 
ne peut etre conaderee commc imptiquant une activate inventive 
lorsquc le document est assoae a un ou pluacurs autrcs 
documenti de meme nature, cede combtnaison etant evidente 
pour une pcrsonne du metier 

document qua fait parte de la meme famille de brevets 
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D«n> Internationale No 
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C4*we) DOCUMENTS CONSIDERES COM ME PERTINENTS 



s a avec 1c cas echeani. lindicaocn des passages peranentx 



P.A 



P.A 



WO 91 198Q3 A (APPLIED BIOTECHNOLOGY INC) 

26 Decembre 1991 

voir le document en entier 

WO 95 06743 A (UAB RESEARCH FOUNDATION) 9 
Mars 1995 

voir le document en entier 
VIROLOGY, 

vol. 211, 1 Aout 1995, ORLANDO US, 

pages 234-240, XP000578146 

FLAMANT, F. ET SANA RUT, J.: "Virofection: 

A one-step procedure for using" 

cite dans la demande 

voir le document en entier 

GENE THERAPY, 

vol. 1, no. SUPPL. 01, 16 Aoflt 1993, 

pages S40-S46, XP000574909 

FRENKEL N ET AL: "THE HERPES XIMPLEX 

VIRUS AMPLICON A VERSATILE DEFECTIVE VIRUS 

VECTOR" 

WO 96 06177 A (CONNAUGHT LAB ;R0VINSKI 
BENJAMIN (CA); CAO SHI XIAN (CA); YAO FEI) 
29 Fevrier 1996 
voir revendi cat ions 32,56-65 

WO 96 09399 A (SOMATIX THERAPY CORP) 28 
Mars 1996 

voir le document en entier 
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RAPPORT DC RECHERCHE INTERNATIONALE 



i andc inter nxuonale n* 

PCT/FR 96/01817 



Cadre 1 Observations - lorsqu'il a etc eitirae que certaines revendications ne pouvaieni pas faire I'objet d'une recherche 
(suite du point I de la premiere feuille) 



Conforrnement a I'ariicte I7.2)a), certaines revendicauons n'ont pas fait I'objet d'une recherche pour les motifs suivants: 
* 1 » n rapportem a un objet a legard duquel I'admiiiistration nest pas tenue de proceder a la recherche, a savoir: 

Remarque: Pour autant que cette revendl cation concerne une m^thode de 

traltement du corps humaln/anlmal 1n vivo, la recherche a 6t6 
effectu6e et basee sur les effets Imputes au prodult (i la 
composition). 



2. 



D ^ t ^uTkdlt n pMt\xts^ la dernande inter rationale qui ne rempltssent pas sumsamrnent les conditions prescribes pour 



*C fMffftm m. ymm — — — - - « 

qu'une recherche ngnificauve puisse etre effecluee, en particubcr: 



3 ' ^I'd^S^™ dep.mi.ntes e t ne font pes redigee, confortnemenl «u disponlion, de U dewueme et de U 
troisieme phrases de la regie 6.4.a). 



Cadre II Observations - lorsqu'il y a absence d'unite de .Invention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



L'administration char gee de 1* recherche interraiionale a trouve pLusteurs inventions dans U demande Internationale, a savoir: 



\ I 1 Commc toutes les taxes addilionneUes ont ete payees dans les delais par Le deposab le present rapport de i 
I \ internmlionaJe porte jut toutes les revendicauons pouvant faire 1'objei d une recherche. 

2 ED Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui s'y pretaient ont pu etre effectuees sans effort particulier 
jusUfiant une taxe additionnelle, l'administrauon n'a sollicite le paiement daucune taxe de ceue nature. 

3. □ Comme une partie seulement des taxes additionneltes demandfees a ete payee dans les da* par ^eposanule pr 

1 1 rapport de recherche Internationale ne porte que sur les revendications pour lesqueltes les taxes ont ete payees, a 

les revendications tf*i 



4. ["I Aucune taxe addiuonneUe demandee n'a ete payee dans les delais par le deposant. En 

I I de recherche Internationale ne porte que sur Invention menuonnee en premier lieu dans les levendications; elle est 

couvertes par les revendications n 01 : 



quae* a to reserve Q ^" taxes addilionneUes etaient accompagnees d'une reserve de la part du deposant. 



| | Le paiement des taxes additionnelles n'etait assorU d aucune reserve. 



Formulaire PCT/ISAttlO (suite de la premiere feuille (1)) (JuiUet 1992) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

Reraeigneraem* rcUofs aux ..ombres de families dc brevets 



Demi (ntemAQofule No 

PCT/FR 96/01817 



Document brevet die 
au rappon de recherche 



Due de 
publication 



Membre(s) de fat 
famille de breve 


! Due de 

publication 


AU 




o 

D 


21-07-94 


AU 


3364089 


A 


16-10-89 


CH 


684094 


A 


15-07-94 


CN 


10383Q6 


A 


27-12-89 


EP 


0702084 


A 


20-03-96 


GB 


2236753 


A,B 


17-04-91 


GB 


2254424 


A,B 


07-10-92 


GB 


2255777 
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18-11-92 


IL 


89701 


A 


31-07-95 


JP 


3504079 


T 


12-09-91 


WO 


8909271 


A 


05-10-89 


US 


5591624 


A 


07-01-97 



EP 0334301 A 



W0 9119803 A 



27-09-89 



26-12-91 



AUCUN 



WO 9506743 A 



09-03-95 



AU 7565694 A 



22-03-95 



W0 9606177 A 29-02-96 AU 3249195 A 14-03-96 
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